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"Proc6d6 ^identification de microorganismes avec au moins 

deux chromog&nes" 

La presente invention concerne un procede de mise en evidence de la 
presence ou de Tabsence d'une souche de microorganisme particuliere dans un 
milieu de culture. 

La detection de microorganisme est trfcs importante notamment 
5 dans i'industrie aiimentaire, au niveau du controle des eaux ou en medecine, 
sachant que ces microorganismes peuvent non seulement se reveler etre des 
agents pathogfcnes, mais ^galement consister en des agents mettant en 
evidence certains types de contaminations. 

Differents precedes permettent de mettre en evidence la presence de 
1 0 microorganismes, dans un milieu quelconque, consistant k prtlever un 6chantil- 
lon du milieu consid6r6, puis k favoriser le d^veloppement des microorganismes 
presents par culture sur ou dans un milieu approprte. 

De manifcre k simplifier la mise en Evidence des microorganismes 
presents, U a $t6 propose d'utiliser dans le milieu de detection des composes 
1 5 colorts dont la presence est caract£ristique d'un microorganisme donne. 

La coloration est souvent rtv^latrice d'une activity enzymatique Iiee 
au microorganisme considers, et le rtsultat de cette activity peut r^sulter en 
une modification du pH du milieu, mise en Evidence par un indicateur colors 
(EP-A-0 395 532), ou encore en la liberation d'un compose chromophore ou 
20 fluorophore (FR-A-2 684 110). 

Les chromophores ou fluorophores sont des composes g£n6ralement 
obtenus par hydrolyse enfcymatique de composes chromog&nes ou fluorogfcnes. 
correspondants, presents dans le milieu de culture. 

Lea fluorophores 6mettent un rayonnement caracWristique par 
25 fluorescence. 

Les composes chromophores sont caract6ris6s par une couleur 
d'une longueur d'onde dominante. 

Parmi les composes chromophores connus, on notera notamment 
les derives de l'indoxyle, de Thydroquinoline ou encore les d£riv£s naphtoiques, 
30 ou les d6riv£s du naphtyle et du ph6nyle. 

De manifcre k diflferencier deux genres de microorganismes different* 
dans un milieu de culture, il a meme 6t6 propose d'introduire deux agents 
chromog&nes, chacun lib^rant un compost chromophore d'une couleur caractg- 
ristique de la presence d'un microorganisme particulier (US-A-5 210 022). 
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Bien que 1'ensemble de ces milieux soit performant pour la detection 
de microorganismes d'un genre specifique, comme par exemple Salmonella . 
Candida ou gxoji, et leur distinction parmi d'autres especes, ils ne permettent 
toutefois pas la detection d'un grand nombre de microorganismes de genres 
5 differents sur un meme milieu de culture, ou encore parmi les microorganismes 
d'un meme genre la differentiation des especes pathogenes des autres. 

Une telle distinction parait d'autant plus importante pour certaines 
especes de levures comme Candida albicans qui est responsable de plus de 50% 
des pathologies liees aux levures. 

10 Or, on a mis en evidence d'une maniere inattendue que Ton pouvait 

observer au minimum quatre colorations differentes pennettant de caracteri- 
ser les souches en introduisant dans le milieu de culture au moins deux 
chromogenes substrats d'enzymes d'une souche particuliere, les deux chromoge- 
nes etant choisis pour que dans le milieu de culture la presence d'au moins une 

1 5 souche soit revelee par une tierce couleur, a savoir : 

• les deux couleurs des chromophores correspondant aux chromoge- 
nes choisis, 

• la couleur correspondant au melange des chromophores et 
- la tierce couleur. 

20 Dans de nombreux cas, la tierce couleur ne correspond pas au 

melange des couleurs des deux chromophores correspondents et est une 
couleur dont la longueur d'onde dominante ne correspond pas a la longueur 
d'onde dominante du melange des chromophores liberes par les chromogenes 
presents dans le milieu de culture pris isolement. 

25 La longueur d'onde dominante des chromophores et des tierces 

couleurs pourra Stre calculee en reference a la lumiere du jour, telle que definie 
par la CDS (Commission Internationale de iEnergie) comme illuminant Des, a 
partir de toute m^thode standard de mesure de couleur d'objet, en particulier 
avec un spectrocolorimetre. 

30 La prtsente invention concerne done un process de mise en Evidence 

de la presence ou de 1'absence d'une souche de microorganisme particuliere 
dans un milieu de culture, pour lequel on introduit au moins deux chromogenes 
substrats d'enzyme de ladite souche, lesdits chromogenes etant choisis pour 
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que dans le milieu de culture la presence de ladite souche soit revelee par une 
tierce couleur. 

Les chromogenes sont notamment substrats des enzymes suivan- 
te s : p-galactosidase, (3-glucosidase, (J-glucuronidase, a-glucosidase, 

5 a-galactosidase, phosphatase, N-acetyl-p-glucosidase, 

N-acetyl-p-galactosidase, a-mannosidase, sulfatase, esterase, lipase et 
peptidase. 

Les chromogenes sont avantageusement choisis parmi les compo- 
ses d'une meme famille chimique, de preference parmi ceux qui iibferent par 
10 hydrolyse deux chromophores di.fferents qui peuvent subir une reaction de 
couplage. . 

Par reaction de couplage, on entend toute interaction physico- 
chimique par laquelle la longueur d'onde dominante rtsultante est differente de 
la longueur d'onde dominante du melange des deux chromophores pris isole- 
15 ment. 

D'une manifcre preferentielle, les chromogenes sont de la famille des 
indoxyle s, en particulier des derives indoxyle alkyies, halog£n£s ou dihalogenes. 

Parmi les chromophores derives de Pindoxyle prefers, on trouve les 
derives indoxyle, bromo-indoxyle, chloro-indoxyle, dichloro-indoxyle, chloro- 
20 bromo-indoxyle, tri-chlon> indoxyle et methyi-indoxyle, en particulier les derives 
suivants: 6-chloro-indoxyle, 5-bromo-indoxyle, 3-bromo-indoxyle, 4,6-dichloro- 
indoxyle, 6,7-dichloro-indoxyle, 5-bromo-4-chloro-indoxyie, 5-bromo-6-chloro- 
indoxyle ou4,6,7-trichlon>indoxyle. 

Par microorganisme dont la presence ou l'absence est mise en 
25 Evidence par le precede selon 1'invention, on entendra lea levures, les champi- 
gnons unicellulaires ou moisissures et les bacteries. 

Le precede selon invention est particuli&rement adapts pour la 
mise en evidence de la presence ou l'absence des levures du genre Candida, en 
particulier Candida albicans et Candida tropicalis . 
30 De meme, parmi les bacteries dont la presence ou l'absence est 

susceptible d'etre mise en evidence par le precede selon 1'invention, on trouve 
notamment les bacteries du genre Streptococcus. Klebsiella. Enterobacter. 
Escherichia. Citrobacter. Staphylococcus. Listeria. Clostridium ou Proteus. 
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Par ailleurs, il a «t* egalement constate que l'adjonction d'un hydrate 
de carbone dans le milieu de culture a une concentration elevee permettait 
d'augmenter le nombre de couleurs susceptibles d'etre obtenues par le precede 
selon l'invention, c'est a dire pour un nombre limite de chromogenes d'obtenir un 
5 nombre eleve de couleurs distinctes permettant de distinguer autant de 
microorganismes differents. 

En consequence, la pre'sente invention concerne un precede' tel que 
defini precedemment, pour lequel le milieu de culture prtsente une concentra- 
tion elevee en hydrate de carbone, de preference en glucose dans un milieu a 
10 base de peptone. 

La concentration eleven en hydrate de carbone est avantageuse- 
ment comprise entre 10 et 30 g/1. 

De mime, lorsque au moins l'un des chromogenes est substrat de la 
phosphatase, il est avantageux d'employer un milieu comprenant une concen- 
1 5 tration elevee en phosphate, de preference comprise entre 1 et 3 g/1. 

Les exemples reports dans les Tableaux ci-apres permettent 
d'illustrer le precede* selon l'invention sans toutefois chercher a en limiter la 
portee. 

20 
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Tableau I; Exemples de chromophores simples et de tierces couleurs 

Les couleurs suivantes ont ete observees pour des chromogenes correspondant 
a differents chromophores et pour les melanges dans un meme milieu dont la 
5 composition est donnee ci-apres (g/1): agar (15), peptone (5), NaCl (5), extrait de 
levure (2) et extrait de viande(l). 



Chromophore Couleur 



10 



5-bromo-4-chloro-3-indoxyle 


oicuauc 




rougeatre 


6-chloro-3*indoxyle 


roseitre 


m^thyl-indoxyle 


incolore 


5-bromo-4-chloro-3-indoxyle 




5-bromo-6-chloro-3-indoxyle 


bleum^tallique* 


5-bromo-4-chloro-3-indoxyle 




6-chloro-3-indoxyie 


violet m^tallique* 


6-chloro-3-indoxyie 




mgthyi-indoxyie 


violacS* 



* tierce couleur 

30 
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Tableau II; Exemples de coloration selon l'invention pour l'identific- 
ation directe d» especes varices de bacteries, distinguant 
ggalement ELcoli des coliformes 

5 Les milieux ci-apres on 6te prepare" dans une base en g/1 agar (15), peptone (5), 
NaCl (5), extrait de levure (2) et extrait de viande (1) avec : 

A (mg/1) : phenyl glucuronide (100), 5-bromo-4-chloro-3-indoxyi-gluc u ro nide 

(50) , 5-bromo-6-chloro-3-indoxyl-glucoside (50). 
10 B(mg/1): 5-bromo-4-chloro-3-indoxyl-galactoside(50), 5-b romo-6 -chloro-3- 

indoxyl-glucoside (50). 
C(g/1): 5-bromo-4-chloro-3-mdoxyl-glucoside (50), 6-chloro-3-indoxyl- 

galactoside (50 ). 



15 





A 


B 


C 


Streptococcus D 


rougedtre 


rougeatre 


bleu 


20 Klebsiella 


rougeatre 


bleu-mitallique* 


violet-mitallique* 


Enterobacter 


rougeatre 


bleu-mitallique* 


violet-metallique* 


Enterobacter MUG+ 


bleu-metallique* 






E. coli 


bleu 


bleu 


rosedtre 


Citrobacter 


rougeatre 


bleu-m&allique* 


violet-mttallique* 


2 5 Proteus mirabilis 


incolore 


incolore 


incolore 



* tierce couleur 



Les couleurs donnees pour les milieux standard sont les suivantes : 

30 

Streptococcus D (bleu), Klebsiella (bleu), Enterobacter (bleu), Enterobacter 
MUG+ (bleu), E. coli (incolore), Citrobacter (incolore). 



35 
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Tableau III : Exemples de coloration selon l'invention pour des 
especes variees de levure, mettant en evidence une 
tierce couleur et un effet de coloration du a la presence 
de glucose et de phosphate 

5 

Les milieux ci-apres ont £te prepares: 

D(g/1): (comparatiflagar (15), peptone (5), extrait de levure (2), extrait de 

viande(l),NaCl (5), 5-bromch4-chloro«3-indoxyl-N-ace'tyl-glucosaminide 
10 (0,1). 

E (g/1) : agar (15), peptone (10), glucose (20), phosphate (2), 5*bromo-4-chloro- 
3- indoxyl-N-acetyl-glucosaminide (0,1) , 5-bromo-6-chloro-3-indoxyl- 
phosphate (0,1). 





D 


E 


Candida albicans 


bleudtre 


vert-bleu** 


Candida glabrata 


incolore 


rose-violet** 


Candida guilliermondii 




rose-violet pdle** 


Candida krusei 




rose-violet** 


Candida lusitaniae 




rose-violet pale** 


Candida parapsilosis 




blanche-grise** 


Candida tropicalis 


bleudtre 


bleu-mitallique* 






(avechalo) 


Cryptocoecus neoformans 




blanche-rose** 


Triehosparon beigelii 




rose-grise** 



* tierce couleur, "effet de milieu 

30 

Les rlsultats ci-dessus montrent que l'acjjonction de glucose et de phosphate 
pennet d^largir la gamine de couleurs disponibles pour un meme milieu, 
permettant ici de distinguer sept espfeces differentes, et en particulier de 
rep^rer Candida albicans sans ambiguity 
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REVINDICATIONS 

1) Procede de mise en evidence de la presence ou de I'absence d'une 
souche de microorganisme particuiiere dans un milieu de culture, caracterise 
en ce qu'on introduit dans le milieu de culture au moins deux chromogenes 

5 substrats d'enzyme de ladite souche, lesdits chromogenes etant choisis pour 
que dans le milieu de culture la presence de ladite souche soit revelee par une 
tierce couleur. 

2) Procede selon la revendication l f caracterise en ce que les chromoge- 
nes sont des composes de la meme famille chimique. 

10 3) Procede selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que 

les deux chromogenes lib&rent par hydrolyse deux chromophores differents qui 
peuvent subir une reaction de coujilage. 

4) Precede selon Tune des revendications Ik 3, caracterise en ce que les 
chromogenes sont de la famille des indoxyles, en particulier des derives indoxyle ' 

1 5 alkyles, halogenes ou dihalogenes. 

5) Procede selon Tune des revendications 1 k 6, caracterise en ce que 
le chromophore est choisi parmi les derives indoxyle, bromo-indoxyle, chloro- 
indoxyle.dicUoro-indoxyle.chloro-bromo-indoxyle/u ro-indoxyle et methyl- 
indoxyle, en particulier les derives suivants: 6-chioro*indoxyle, 5-bromo- 

20 indoxyle, 3-bromo-indoxyle, 4,6-dichloro-indoxyle, 6,7-dichloro-indoxyle, 5- 
bromo-4-chloro-indoxyle, 5-bromo-6-chloro-indoxyle ou 4,6,7-trichloro- indoxyle. 

6) Procede selon Tune des revendications 1 k 5, caracterise en ce que 
les microorganismes sont des levures. 

7) Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que les levures 
2 5 sont du genre Candida . 

8) Precede selon Tune des revendications 1 k 5, caracterise en ce que 
les microorganismes sont des bacteries. 

9) Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que les bacteries 
sont du genre Streptococcus. Klebsiella. Enterobacter . Escherichia . Citrobac- 

30 ter, Staphylococcus. Listeria . r?ln«tTt*tii«n ou Proteus . 

10) Procede selon Tune des revendications 1 k 9, caracterise en ce que 
le milieu de culture presente une concentration elevee en hydrate de carbone. 
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1 1) Proc<§d6 selon la revendication 10, caractens<§ en ce que le milieu 
de culture presente une concentration elevee en glucose dans un milieu a base 
de peptone. 

12) Proceeds selon l'une des revendications 10 ou 11, caractense en ce 
que la concentration en hydrate de carbone est comprise entre 10 et 30 g/1. 

13) Proce^ selon l'une des revendications 1 a 12, caracterise" en ce 
que le chromogene est un substrat de la phosphatase. 

14) Proc6d6 selon la revendication 13, caractense en ce que le milieu 
comprend une concentration elevee en phosphate. 

15) Precede selon la revendication 14, caractense" en ce que la 
concentration en phosphate est comprise entre 1 et 3 g/l. 
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